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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
 
BTZ -  1H-benzotriazol 
DLLME – disperzivna mikroekstrakcija tekoče-tekoče 
DMBZ - 5,6-dimetil-1H-benzotriazol 
EDTA – etilendiaminotetraacetat 
EF – obogatitveni faktor 
GC – plinska kromatografija 
HFME – mikroekstrakcija z votlim vlaknom 
HPLC – tekočinska kromatografija visoke ločljivosti  
LC – tekočinska kromatografija 
LOD – meja zaznavnosti 
LOQ – meja določljivosti 
LPME – mikroekstrakcija s topili 
LSE – ekstrakcija tekoče-trdno 
MS – masna spektrometrija 
OHBZ - 4-hidroksi-1H-benzotriazol 
R2 – kvadrat korelacijskega koeficienta premice 
RSD – relativni standardni odmik 
S – ploščina kromatografskega vrha 
SD – standardni dodatek 
SPE – ekstrakcija na trdno fazo 
s.s. – suha snov (angl. d.m. – dry matter) 
2,4-dMeBT – 2,4-dimetil-1H-benzotriazol 
4MBZ - 4-metil-1H-benzotriazol 
5MBZ – 5-metil-1H-benzotriazol 
5ClBZ – 5-kloro-1H-benzotriazol 
 
 
  
 
 
Čiščenje ekstraktov trdnih vzorcev s HFME 
 
Povzetek: Benzotriazoli so organske spojine, njihova uporaba je zelo razširjena 
na različnih področjih. Posledica razširjene uporabe je, da se pojavljajo v okolju 
kot onesnaževala. Za določanje benzotriazolov v okoljskih matricah lahko 
uporabimo različne metode, kot npr. SPE oz. ekstrakcijo na trdno fazo in nato 
tekočinsko kromatografijo ali plinsko kromatografijo. V zadnjem obdobju pa se 
razvijajo predvsem metode, prijazne do okolja. Ena izmed njih je tudi 
mikroekstrakcija z votlim vlaknom (HFME). Metoda je preprosta, poceni in daje 
zelo čiste ekstrakte.  
 
Namen diplomskega dela je bilo čiščenje ekstraktov trdnih vzorcev s HFME in 
določitev benzotriazolov s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti (HPLC).  
 
Pri preizkusu HFME sem določila obogatitvene faktorje (EF) analitov, ekstrakcija 
je dala dobre rezultate pri vseh analitih. Z ekstrakcijo ekstrakta tal sem ugotovila, 
da dodatek manjše količine (0,2 % v raztopini vzorca) raztopine EDTA znatno 
poveča obogatitvene faktorje vseh analitov. Z ekstrakcijo vzorca tal sem ocenila, 
da je meja zaznave analitov 1 mg/kg. Nato sem določila vpliv acetona na 
učinkovitost ekstrakcije in na ekstrakcijo ekstrakta tal. Majhen delež acetona je 
pozitivno vplival na uspešnost ekstrakcije, pri 0,5 % acetona v raztopini se je 
obogatitveni faktor povečal pri vseh analitih. Pri povečevanju deleža acetona pa 
se faktorji obogatitve zmanjšujejo. Sledila je določitev s HPLC. Na koncu sem 
ugotavljala, ali lahko z izbrano metodo benzotriazole določim tudi v realnih 
vzorcih. V vzorcih anaerobnega in aerobnega blata iz biološke čistilne naprave 
sem z metodo standardnega dodatka potrdila prisotnost 4-hidroksi-1H-
benzotriazola v obeh vzorcih. V vzorcu anaerobnega blata je njegova 
koncentracija znašala vsaj 6,7 ng/g s.s., v vzorcu aerobnega blata pa vsaj 5,9 
ng/g s.s.. 
 
Ključne besede: benzotriazoli, mikroekstrakcija z votlim vlaknom (HFME),  
tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC)  
 
 
  
 
 
Clean-up of solid samples extracts with HFME 
 
Abstract: Benzotriazoles are organic compounds and their use is widespread in 
various fields. As a consequence of their widespread use, they appear in the 
environment as pollutants. Various methods can be used to determine 
benzotriazoles in environmental matrices, such as SPE or solid phase extraction 
with liquid chromatography or gas chromatography. Recently, environmentally 
friendly methods have been developed. One of them is Hollow Fiber 
Microextraction (HFME). The method is simple, inexpensive and gives very pure 
extracts. 
 
The aim of this study was to purify extracts of solid samples with HFME and to 
determine benzotriazoles by high-performance liquid chromatography (HPLC).  
 
I performed HFME test and determined the enrichment factors (EF), the 
extraction was successful for all analytes. By the extraction of the soil extract, I 
found that the addition of a smaller amount  (0.2 % in the sample solution) of 
EDTA solution significantly increased the enrichment factors of all analytes. For 
the extraction of the soil extract, I astimated that the limit of detection was 
1 mg/kg. Then I determined the effect of acetone on the efficiency of the 
extraction and on the extraction of the soil extract. A small fraction of acetone had 
a positive effect on the extraction, with 0.5 % acetone in solution increasing the 
enrichment factor in all analytes. As the fraction of acetone increased, the 
enrichment factors decreased. Determination by HPLC followed. In the end I 
established whether determination of benzotriazoles in real samples with the 
chosen method is possible. In the samples of anaerobic and aerobic sludge from 
the biological treatment plant, I confirmed the presence of 4-hydroxy-1H-
benzotriazole in both samples using the method of standard addition. Its 
concentration was at least 6.7 ng/g d.m. in the anaerobic sludge sample and at 
least 5.9 ng/g d.m. in the aerobic sludge sample.  
 
Keywords: benzotriazoles, hollow fiber microextraction (HFME), high-
performance liquid chromatography (HPLC)  
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1 UVOD 
1.1 BENZOTRIAZOLI 
Benzotriazoli so heterociklične spojine, za katere značilna struktura predstavlja 
benzenov obroč, spojen s triazolnim obročem (Slika 1) [1]. Kemijska formula 
osnovnega benzotriazola je C6H5N3 [2]. 
 
Slika 1: Struktura 1H-benzotriazola [3] 
 
Primarno molekulo triazola sestavlja 5-členski obroč s tremi dušikovimi atomi in 
par sosednjih ogljikovih atomov. Poznana sta dva izomera, konfiguracija 1-H in 
2-H (Slika 2). Konfiguracija 1-H je značilna za benzotriazole, ki se uporabljajo kot 
antikorozivna sredstva. Med njimi sta dva najpogostejša metilirana, s 
funkcionalno skupino na poziciji 4 ali 5. Nasprotno pa je za benzotriazole, ki se 
uporabljajo kot UV stabilizatorji, značilna fenolna skupina v konfiguraciji 2-H [4]. 
Fizikalne lastnosti benzotriazolov, ki se jih uporablja proti koroziji, se močno 
razlikujejo od lastnosti UV-benzotriazolov [3]. Fenolni benzotriazoli imajo večje 
molekulske mase, njihova struktura je bolj zapletena, kot del molekule je pogosto 
vključen ester, kloridni atom ali dodatne funkcionalne skupine [4]. 
 
Slika 2: Struktura 1-H (a) in 2-H (b) triazola [3] 
 
Med najpogostejšimi antikorozivnimi benzotriazoli so 1H-benzotriazol in njegova 
derivata 4-metil-1H-benzotriazol ter 5-metil-1H-benzotriazol [4]. 
Benzotriazoli spadajo v skupino EOC. Nova ali emergentna organska 
onesnaževala (emerging organic contaminants – EOC) so spojine, ki so bile šele 
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pred kratkim spoznane kot onesnaževala, in tiste, ki so na novo odkrite v okolju 
zaradi razvoja analiznih metod, s katerimi lahko te spojine zaznamo v še nižjih 
koncentracijah [5]. 
1.1.1 UPORABA BENZOTRIAZOLOV 
Benzotriazoli so organske spojine, ki se jih uporablja v gospodinjstvu (dodajajo 
se detergentom za pomivalne stroje za zaščito srebrnine in kovinskih površin v 
samem stroju), komercialnih in industrijskih produktih ter proizvodnji [3]. Zaradi 
posebnih kemijskih in bioloških lastnosti nekaterih derivatov so ti uporabni v 
farmaciji [2]. 
Nepolarni benzotriazoli, predvsem derivati hidroksifenila, se uporabljajo kot UV 
stabilizatorji v plastičnih materialih in izdelkih za osebno nego. Polarni 
benzotriazoli, kot so osnovni benzotriazol, metil-, hidroksi- in kloro- derivati se 
uporabljajo kot zaviralci korozije v tekočinah proti zamrzovanju, v različnih 
industrijskih sistemih (tekočine za hlajenje, rezanje, obdelovanje kovin) in za 
odstranjevanje ledu z letal, prav tako pa jih najdemo tudi v detergentih za 
pomivanje posode [1]. 
Benzotriazoli tvorijo zelo stabilne kovinske komplekse s številnimi kovinami in 
zlitinami, predvsem z bakrom, nastali kompleks pa ustvari na kovinski površini 
pasivno plast, ki preprečuje površinske reakcije in s tem ščiti pred korozijo [1].  
1.1.2 VPLIV BENZOTRIAZOLOV NA ČLOVEKA IN OKOLJE 
Polarne benzotriazole lahko najdemo v snegu, podzemnih vodah, jezerih, rekah, 
morjih, odpadnih vodah in tudi v pitni vodi, prav tako pa so jih zasledili tudi v 
zraku, prsti, sedimentih, hišnem prahu, človeškem urinu in rastlinah [1]. 
Ker je benzotriazole moč zaznati v sedimentih in vodah, se poraja vprašanje o 
biodostopnosti vodnim organizmom. Številne študije poročajo o prisotnosti UV-
benzotriazolov v tkivih nekaterih vodnih organizmov, antikorozivnih 
benzotriazolov pa v njih še niso zasledili zaradi njihove dobre vodotopnosti. 
Ugotovljeno pa je bilo, da so ti benzotriazoli glavni razlog za dokazano strupenost 
sredstev proti zamrzovanju, ki se uporabljajo za letala [1]. Zaradi prisotnosti 1H-
benzotriazola, 4-metil-1H-benzotriazola in 5-metil-1H-benzotriazola v ADAF 
(sredstvu za odmrzovanje letal) je toksičnost ADAF za vodne organizme še večja. 
Vsebnost triazolov so že prej merili v površinskih in podzemnih vodah v okolici 
letališč, zaradi pomanjkanja standardnih analiznih in instrumentalnih metod ter 
zaradi težav pri vzorčenju pa so analize prsti z letališč manj pogoste [6].  
Najbolj verjeten  vir benzotriazolov v okolju je puščanje cevovodov za odpadne 
vode [4]. Benzotriazoli so topni v vodi, so slabo biorazgradljivi in se pri čiščenju 
odpadnih voda le delno odstranijo [7]. S postopki čiščenja odpadnih voda se jih 
odstrani 10 do 70 %, zaradi pomanjkanja svetlobe v vodonosnikih jih ni mogoče 
odstraniti s fotokemično razgradnjo [4]. 
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Pri pripravi pitne vode se prav tako ne odstranijo popolnoma, lahko pa se jih 
znebimo iz reciklirane vode s pomočjo reverzne osmoze po ultrafiltraciji, z 
ozonizacijo ali s fotodegradacijo z UV/H2O2 [1]. 
V glinenih plasteh prsti z majhno prepustnostjo pride do začasnega skladiščenja 
odpadne vode, ki uhaja iz procesov čiščenja. Tu pa poteče tudi večina 
transformacijskih procesov benzotriazolov. Rezultati izvedenih šaržnih poskusov 
so pokazali, da za transformacijo ni potrebna nobena specifična populacija 
bakterij ali encimi. Lahko pa jo spodbudi prisotnost organskih snovi in povišana 
temperatura v odpadni vodi kot posledica izpustov vročih industrijskih odplak in 
pomivalnih strojev v gospodinjstvih. Poti biotransformacije benzotriazolov so 
odvisne od hidrogeoloških in biogeokemičnih razmer, značilnih za posamezne 
vodonosnike, ter organske obremenitve [4]. 
Zaradi puščanja cevovodov z odpadno vodo lahko pride do onesnaženja 
podzemne vode. Stalen vnos benzotriazolov iz kanalizacijskih sistemov privede 
do tvorbe nekaterih okolju škodljivih pretvorbenih produktov, ki nastanejo z 
metilacijo in tavtomerizacijo. Med njimi najpogostejša in v podzemnih vodah 
najstabilnejša sta 2,4-dimetil-1H-benzotriazol in 2-metil-1H-benzotriazol [4]. 
Toksikološke raziskave so pokazale, da so benzotriazoli toksični za nekatere 
organizme, mutageni za bakterije in nevarni za rastline [8]. Obstaja tudi sum 
rakotvornosti in antiestrogenega delovanja osnovnega benzotriazola [1].  
1.1.3 ANALIZNE METODE ZA DOLOČANJE BENZOTRIAZOLOV V OKOLJU 
Vodilni uporabljeni metodi za določevanje benzotriazolov v okoljskih matricah sta 
plinska kromatografija z masno spektrometrijo (GC-MS) in tekočinska 
kromatografija s tandemsko masno spektrometrijo (LC-MS/MS). Zaradi visoke 
topnosti benzotriazolov, uporabljenih proti koroziji, v vodi in velike zastopanosti 
raztopljenih benzotriazolov v naravnih vodah, jih lahko izoliramo z ekstrakcijo na 
trdno fazo (SPE) in kvantitativno določamo z LC-MS/MS, saj se te spojine 
pojavljajo v nizkih koncentracijah [3]. 
V vzorcih prsti in vodnih vzorcih se benzotriazoli običajno nahajajo v 
koncentracijah v ng/g ali ng/L. Zato so za njihovo določanje potrebni učinkoviti 
postopki ekstrakcije in analiza z občutljivimi instrumentalnimi tehnikami. 
Najpogosteje se pri analizi vodnih matric za ekstrakcijo uporablja SPE, za trdne 
matrice pa druge tehnike, kot sta ekstrakcija s tekočino pod tlakom (PLE) in 
ekstrakcija s pomočjo ultrazvoka (USAE). Po ekstrakciji običajno sledi analiza s 
tekočinsko kromatografijo (LC) ali plinsko kromatografijo (GC), združeno s 
tandemsko masno spektrometrijo (MS/MS) zaradi svoje občutljivosti in 
selektivnosti. Z LC se običajno uporablja tudi UV-Vis ali fluorescenčna detekcija 
[2]. Benzotriazole lahko ločujemo z GC tudi brez predhodnega koraka 
derivatizacije. LC se uporablja pogosteje kot GC, ker je težko najti ustrezno GC 
kolono za ločitev tako velikega števila predstavnikov benzotriazolov [2]. 
.  
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Za analizo benzotriazolov v vodnih vzorcih se največkrat uporablja SPE, v 
nekaterih primerih pa tudi disperzivna mikroekstrakcija tekoče-tekoče (DLLME) 
in sorptivna ekstrakcija na mešalo (SBSE). Pred uporabo katere koli tehnike je 
potrebno vzorec prefiltrirati, da ne pride do zamašitve SPE kolone in za 
odstranitev morebitnih trdnih delcev [2]. 
Do danes se je le nekaj raziskav osredotočilo na analizo benzotriazolov v trdnih 
vzorcih iz okolja. V nasprotju z vodnimi vzorci ne obstaja prevladujoča tehnika 
ekstrakcije za trdne vzorce. Doslej so bile uporabljene ekstrakcija s tekočino pod 
tlakom, ekstrakcija s pomočjo ultrazvoka in ekstrakcija tekoče-trdno. Ker se pri 
večini teh tehnik uporablja organsko topilo, se ga moramo pred naslednjim 
korakom analize znebiti (npr. z odparevanjem), da lahko nato uporabimo 
primernejše topilo za injiciranje vzorca, ki je bolj združljivo z metodo LC ali GC. 
Po ekstrakciji se običajno za čiščenje vzorca uporablja SPE. Pred ekstrakcijo je 
potrebna predpriprava vzorca: trdne vzorce se dehidrira ali zamrzne in zdrobi ter 
z uporabo sit preseje, da dobimo homogene delce. Koncentracijo željenih spojin 
izrazimo kot količino analita na količino suhe mase vzorca. Vzorec običajno tehta 
med 0,1 in 1 g. Po odvzemu vzorcev aktivnega blata se jim včasih doda natrijev 
azid za zaviranje delovanja mikrobov [2].  
Vzorci odplak predstavljajo najkompleksnejše matrice, ker vsebujejo veliko 
število organskih snovi in suspendiranega materiala. V teh vzorcih se poleg 
preostalih onesnaževal v najvišjih koncentracijah nahajajo tudi benzotriazoli [2]. 
  
Zaradi nenehnega razvoja občutljivosti analiznih metod so omogočene analize 
na meji zaznavnosti (LOD) in meji določanja (LOQ) [5].  
1.2 EKSTRAKCIJA 
Ekstrakcija je ena izmed tehnik priprave vzorca. Analit se porazdeli med vzorec 
in trdno snov, ki izbrani analit absorbira, ali topilo, ki se z vzorcem ne sme mešati. 
Poznamo več vrst ekstrakcij, ena izmed pomembnejših je ekstrakcija na trdno 
fazo - SPE [9].  
1.2.1 EKSTRAKCIJA NA TRDNO FAZO (angl. SOLID-PHASE EXTRACTION 
-  SPE) 
SPE je ena izmed največkrat uporabljenih tehnik za pripravo vzorca v analizah v 
kemiji okolja. Metoda je uporabna tudi pri določanju benzotriazolov tako v vodnih 
kot trdnih vzorcih zaradi njenih visokih predkoncentracijskih faktorjev, manjše 
porabe topila, enostavne uporabe in možnosti avtomatizacije [1].  
Selektivnost ekstrakcije določa predvsem sorbent, ki je lahko reverzna (C18), 
normalna (SiO2), ionsko izmenjevalna ali mešana (polimerna) faza. Zaradi visoke 
polarnosti in šibkega kislinskega značaja polarnih benzotriazolov so 
najučinkovitejše ekstrakcije za njihovo določanje z uporabo polarnih/nepolarnih 
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(HLB, Strata-X, Bond Elut PPL), močnih anionskih (Oasis MAX, Strata X-A) in 
kationskih (Oasis MCX, Strata-X-C) izmenjevalnih sorbentov. C18 in sorbenti na 
osnovi ogljika so v primerjavi s HLB manj učinkoviti. Pri raziskavah, kjer je 
pomembna predvsem ekstrakcija, je glavni cilj zmanjšanje vplivov matrice in ne 
visoki izkoristki [1].  
SPE se uporablja tudi za čiščenje ekstraktov trdnih vzorcev, pridobljenih iz 
sedimentov, aktivnega blata, prsti, rastlin in detergentov. Primarne vzorce se 
najprej ekstrahira s topili s pomočjo ultrazvoka, pod visokim tlakom, s pomočjo 
mikrovalov itd. [1]. 
Gre za postopek, pri katerem nanesemo raztopljene analite vzorca (mobilna faza) 
na ekstrakcijsko kolono s primernim polnilom (stacionarna faza). Komponente se 
pri tem enakomerno porazdelijo med obe fazi [10, 11]. V idealnem primeru se 
matrica ne zadrži in se iz tekoče na trdno fazo ekstrahirajo le analiti iz vzorca [1].  
 
Izkoristek ekstrakcije je v večini odvisen od stacionarne faze, v manjši meri še od 
pretoka, pH, ipd. [11]. Kadar delamo z nečistim vzorcem, ki vsebuje večje delce, 
moramo le-tega pred nanosom na kolono filtrirati [12]. 
 
SPE ima 4 faze: kondicioniranje kolone, nanašanje vzorca, spiranje in elucijo [13]. 
 
1.2.2 MIKROEKSTRAKCIJA Z VOTLIM VLAKNOM (angl. HOLLOW FIBER 
MICROEXTRACTION – HFME) 
Zaradi čedalje večjega zanimanja za hitrejše, cenejše, enostavnejše in okolju 
prijaznejše metode se daje čedalje večji poudarek na miniaturizacijo sistemov za 
pripravo vzorcev. Ti novi postopki so privedli do manjše porabe reagentov in 
materialov ter nastajanja odpadkov [14]. 
LPME (mikroekstrakcija v tekočo fazo) je preprost postopek in njegova izvedba 
ni draga [15]. Skupno vsem LPME metodam je uporaba vsaj enega tekočega 
topila, ki je običajno organsko, v katerega se željeni analiti ekstrahirajo, in 
uporaba majhnega volumna topila (1-100 µL). Število publikacij, ki obravnavajo 
LPME in se nanašajo na trdne vzorce iz okolja, je še vedno zelo majhno v 
primerjavi s številom prispevkov, ki obravnavajo vodne vzorce [16].  Metoda 
omogoča tri različne načine ekstrakcije: SDME (mikroekstrakcija v kapljico), 
HFME in DLLME. Čeprav je volumen/količina pridobljenega ekstrakta majhna, je 
ta zelo čist in kot tak že primeren za direktno analizo, npr. s HPLC [15]. Metoda 
SDME ima tudi svoje pomanjkljivosti, kot so: močno mešanje lahko povzroči 
razpad organskih kapljic, nastanek zračnega mehurčka, ekstrakcija je zamudna. 
Za izboljšanje stabilnosti in zanesljivosti metode so zato uvedli HFME, ki 
omogoča ekstrakcijo in predkoncentracijo analitov iz kompleksnih vzorcev na 
način, ki je preprost in poceni [17].  
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HFME je zelo uporaben za hkratno ekstrakcijo zdravil in metabolitov iz bioloških 
matric, onesnaževal iz okolja ter čiščenje teh ekstraktov [18]. Obogatitveni faktor 
je definiran kot razmerje med končno koncentracijo analita v akceptorski fazi 
(ekstrakt) in začetno koncentracijo analita v donorski fazi (vzorec) [14]. 
Poraba organskih topil pri HFME je le nekaj µL v primerjavi z alternativnimi 
metodami za čiščenje/predkoncentriranje, kot je SPE, kar sledi načelom »zelene 
kemije«. Za razliko od drugih metod ekstrakcije je pri HFME kljub daljšemu času 
ekstrakcije za postopek potrebnega le malo rokovanja in fizične pomoči pri 
izvedbi [19]. Kljub daljšemu času ekstrakcije se celoten čas analize znatno 
zmanjša, saj pridobljeni ekstrakti ne potrebujejo nadaljnjega koncentriranja zaradi 
izredno majhnih volumnov ekstrakcijskega topila [18]. Stroški po analiziranem 
vzorcu so praktično nični v primerjavi s SPE ali katero drugo metodo ekstrakcije 
[19].  
Pri HFME votla vlakna (običajno polipropilenska) tvorijo polprepustno membrano, 
v kateri so pore napolnjene s primernim organskim topilom. Isto topilo je lahko 
tudi v lumnu vlaken, takrat govorimo o dvofazni mikroekstrakciji (HF(2)ME) ali pa 
je v lumnu vlaken neko drugo topilo, takrat govorimo o trofazni mikroekstrakciji 
(HF(3)ME). Dolžina vlakna določa kontaktno površino in volumen ekstrakcijskega 
topila. Glavni prednosti tehnike sta izjemno nizka poraba organskih topil in 
preprostost izvedbe [16]. Hidrofobna votla vlakna omogočajo uporabo 
intenzivnega mešanja za pospešitev ekstrakcije. Poleg tega uporaba votlih 
vlaken zagotavlja zaščito ekstrakta in tako je izvedljiva tudi analiza nečistih 
vzorcev. Majhne pore pa omogočajo mikrofiltracijo vzorcev in kot rezultat dajejo 
zelo čiste ekstrakte [17]. Topilo se nanese v pore sten votlega vlakna, nato pa se 
vanj injicira vodna raztopina (akceptor). Analiti se običajno ekstrahirajo skozi 
organsko fazo znotraj por votlega vlakna in direktno v akceptorsko raztopino [20]. 
Zaradi votlih vlaken za enkratno uporabo je prenos vzorca (kontaminacija) 
praktično nemogoč [18]. V Tabeli 1 so povzete glavne lastnosti HFME. 
 
Tabela 1: Glavne lastnosti HFME [16] 
 
 
V uporabi sta dva načina: dvofazni in trofazni HFME. Pri dvofaznem se analiti 
ekstrahirajo s pomočjo pasivne difuzije iz vzorca v hidrofobno organsko topilo, pri 
LASTNOSTI TOPILA
ne meša se z vodo, je kompatibilno z materialom votlega vlakna; slabo 
hlapno, z nizko viskoznostjo; najpogosteje toluen ali n -oktanol; volumen 
topila: 4-20 µL
PRIPRAVA VZORCA
vlakno s porami (običajno polipropilensko), ena stran zaprta, druga 
pritrjena na siringo; vzorec: uravnavanje pH in ionske moči
MEŠANJE močno mešanje/vibriranje, mikrovalovi
ČAS EKSTRAKCIJE 20 do 60 min
TIPIČNI ANALITI nepolarni
AVTOMATIZACIJA da (injiciranje vzorca); vsako vlakno je še vedno potrebno pripraviti ročno
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trofaznem pa se analiti ekstrahirajo skozi organsko topilo, imobilizirano v pore 
votlega vlakna in nato nadalje v novo vodno fazo v lumnu vlakna [18]: 
- DVOFAZNI HFME: 
Najpogosteje uporabljeno organsko topilo je heksan ali toluen. Dvofazni HFME 
se običajno uporablja za ekstrakcijo nepolarnih snovi, za določanje različnih 
organskih snovi, kot so aromatski ogljikovodiki (PAH, fenoli), zadnje čase pa tudi 
za določanje pesticidov (PCB, triazinski pesticidi, triazoli). V farmaciji se metoda 
uporablja za določanje zdravil in drugih snovi, kot je nikotin, v bioloških tekočinah, 
farmacevtskih pripravkov in vzorcih iz okolja. Plinska kromatografija je 
najpogostejša analitska tehnika, ki se uporablja skupaj s to vrsto mikroekstrakcije 
[14]. 
- TROFAZNI HFME: 
V nasprotju z dvofaznim HFME se pri trofaznem uporabljajo bolj polarna topila 
(oktanol). Donorska in akceptorska faza se običajno po pH vrednosti močno 
razlikujeta, eno nakisamo (npr. s HCl), drugo pa naalkalimo z NaOH ali katero 
drugo močno bazo. Po ekstrakciji sledi določanje analitov, najpogosteje s HPLC 
ali s kapilarno elektroforezo. Trofazni HFME se največkrat uporablja za določanje 
zdravil (predvsem antidepresivov, nesteroidnih in protivnetnih zdravil) in 
amfetaminov, prav tako pa tudi za določanje pesticidov in nekaterih organskih 
spojin [14]. 
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2 NAMEN DELA 
 
Ker se mikroekstrakcija z votlim vlaknom v glavnem uporablja za vodne vzorce 
in je informacij o uporabi te metode za trdne vzorce še vedno izredno malo, je bil 
namen diplomskega dela preizkus ekstrakcije s HFME izbranih polarnih 
benzotriazolov iz ekstraktov trdnih vzorcev, nato pa je sledila še določitev z 
metodo HPLC. S ciljem doseči čim boljšo izolacijo in predkoncentracijo izbranih 
spojin iz ekstraktov trdnih vzorcev smo spreminjali nekatere parametre 
ekstrakcije: spreminjali smo volumen dodanega acetona, da bi ugotovili, ali 
aceton vpliva in na kakšen način. Da bi preverili učinkovitost ekstrakcije ekstrakta, 
pa smo ekstrakcijo enkrat izvedli z dodatkom raztopine EDTA, enkrat pa brez. 
Preizkusili smo tudi, za kako nizke koncentracije analitov v trdnih vzorcih je 
ekstrakcija HFME še primerna. Metodo HFME-HPLC smo preizkusili še na 
izbranih realnih trdnih vzorcih in s pomočjo metode standardnega dodatka 
potrdili, da ti vzorci resnično vsebujejo preiskovane analite. 
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3 EKSPERIMENTALNI DEL 
3.1 SEZNAM UPORABLJENIH KEMIKALIJ 
3.1.1 STANDARDI ANALIZIRANIH SPOJIN 
 OHBZ – 4-hidroksi-1H-benzotriazol: Sigma Aldrich, ZDA; čistost: 97 % 
 BTZ – 1H-benzotriazol: Sigma Aldrich, ZDA; čistost: analizni standard 
 4MBZ – 4-metil-1H-benzotriazol: Sigma Aldrich, ZDA; čistost: analizni 
standard 
 5MBZ – 5-metil-1H-benzotriazol: Sigma Aldrich, ZDA; čistost: analizni 
standard 
 5ClBZ – 5-kloro-1H-benzotriazol: Sigma Aldrich, ZDA; čistost: analizni 
standard 
 DMBZ – 5,6-dimetil-1H-benzotriazol monohidrat: Sigma Aldrich, ZDA; 
čistost: analizni standard 
3.1.2 TOPILA 
 aceton: Honeywell, ZDA, HPLC grade 
 1-oktanol: Fluka, ZDA; čistost: puriss. 
 MQ voda: »Milli-Q sistem za čiščenje vode«, Millipore, ZDA 
 vodovodna voda 
3.1.3 DRUGI REAGENTI 
 NaCl: Merck KGaA, Nemčija; čistost: p.a. 
 37 % razt. HCl: Honeywell, ZDA; čistost: p.a. 
 25 % razt. NH3: Gram-Mol. Hrvaška; čistost: p.a. 
 Na2EDTA: Kemika, Hrvaška; čistost: ≥ 99 % 
3.2 APARATURE IN LABORATORIJSKA OPREMA 
 centrifuga Eppendorf 5804R (Nemčija) 
 tekočinski kromatograf visoke ločljivosti z DAD spektrofotometrom, 
črpalko, avtomatskim vzorčevalnikom in razplinjevalcem Agilent 1100 
Series, ZDA (Agilent Technologies ZDA) 
 kromatografska kolona Kinetex 5 µm XB-C18, 150 x 4,6 mm, 
Phenomenex, ZDA 
 ultrazvočna kopel SONIS 4, Pio d.o.o., Iskra, SONIS 4 
 tehtnica ALN 200, Intertech d.o.o., Poljska 
 analizna tehtnica, Mettler Toledo, Švica 
 brizge: 100 µl s topo konico, Hamilton (ZDA) 
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 porozna votla vlakna za HFME: polipropilen, notranji premer 600 µm, 
debelina stene 200 µm, 70 % poroznost, Accurel Q3/2, Membrana GmbH, 
Nemčija 
 hladilnik (za shranjevanje standardnih vodnih raztopin pri 5 °C), Kirsch 
 bučke, čaše, kapalke, epruvete, viale, centrifugirke, parafilm, magnetno 
mešalo, magnetna telesca, mufa, trinožno stojalo, prižema, merilni valj, 
pinceta, škarje, avtomatske pipete… 
3.3 VZORCI 
Vzorec prsti je bil odvzet s področja letališča Jožeta Pučnika Ljubljana, vzorca 
anaerobnega in aerobnega blata pa iz biološke čistilne naprave Ljubljana-Zalog. 
3.4 PRIPRAVA RAZTOPIN 
3.4.1 PRIPRAVA OSNOVNIH STANDARDNIH RAZTOPIN 
Osnovne standardne raztopine analiziranih spojin (OHBZ, BTZ, 4MBZ, 5MBZ, 
5ClBZ in DMBZ) sem pripravila iz trdnih standardov. Na mikrotehtnici sem v 
ladjico iz alu-folije natehtala približno 10 mg standarda, natehtan standard stresla 
v 10 mL bučko in redčila do oznake z acetonom. Iz znane natehtane mase sem 
nato lahko izračunala točno masno koncentracijo posamezne pripravljene 
standardne raztopine, masne koncentracije so bile okrog 1 mg/mL.  Pripravljene 
raztopine sem pred nadaljnjo uporabo še dodatno redčila z vodovodno ali MQ 
vodo na željene koncentracije.  
3.4.2 PRIPRAVA RAZTOPIN ZA UMERITVENO PREMICO 
Iz pripravljenih osnovnih standardnih raztopin sem odpipetirala izračunane 
volumne v 10 mL bučko in redčila do oznake z MQ vodo, da sem dobila raztopino 
vseh šestih spojin hkrati s koncentracijo 50 mg/L. Za pripravo raztopin 
koncentracij 30, 20, 10, 5, 3, 1 in 0,5 mg/L pa sem odpipetirala izračunane 
volumne prej pripravljene raztopine koncentracije 50 mg/L v 5 mL bučke in redčila 
z MQ vodo do oznake. Vse te pripravljene raztopine sem uporabila za izdelavo 
umeritvenih premic analitov. 
3.4.3 PRIPRAVA RAZTOPINE ZA PREIZKUS HFME 
100 mL bučko sem do polovice napolnila z vodovodno vodo in vanjo odpipetirala 
izračunane volumne prej pripravljenih osnovnih standardnih raztopin analiziranih 
spojin in nato raztopino v bučki dopolnila do oznake, da sem dobila raztopino 
vseh benzotriazolov s koncentracijo 0,2 mg/L. Tako pripravljeno raztopino sem 
uporabila za preizkus metode HFME. 
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3.4.4 PRIPRAVA RAZTOPIN ZA DOLOČITEV VPLIVA ACETONA NA HFME 
100 mL bučko sem do polovice napolnila z vodovodno vodo in vanjo odpipetirala 
izračunane volumne prej pripravljenih osnovnih standardnih raztopin analiziranih 
spojin. Nato sem dodala v prvem primeru 2 mL, v drugem primeru pa 4 mL 
acetona in raztopino v bučki dopolnila do oznake. Tako pripravljeni raztopini sem 
uporabila za določitev vpliva acetona na učinkovitost ekstrakcije HFME. 
3.4.5 PRIPRAVA RAZTOPIN ZA PREIZKUS EKSTRAKCIJE EKSTRAKTA 
TAL 
V centrifugirko sem natehtala 4 g homogenizirane in posušene vrtne zemlje. 
Nanjo sem odpipetirala 36 mL acetona in 4 mL MQ vode (ekstrakcijsko topilo). 
Centrifugirko, pokrito s parafilmom, sem dala v čašo, v katero sem prej nalila za 
prst deionizirane vode, in postavila v ultrazvočno kopel za 40 min za ekstrakcijo 
iz zemlje v topilo. Centrifugirko sem prenesla v centrifugo Eppendorf 5804R in 
centrifugirala 10 min pri 3000 obratih/min, da so se delci posedli in je na vrhu 
ostal le ekstrakt. V 200 mL bučko sem odpipetirala izračunane volumne prej 
pripravljenih osnovnih standardnih raztopin analiziranih spojin, da je bila dobljena 
koncentracija 0,2 mg/L, in v bučko nato kvantitativno prenesla še ekstrakt. Tako 
sem pripravila vzorec ekstrakta slepe zemlje z dodanimi analiti. Topilo sem 
posušila v toku dušika in preostanek redčila z MQ vodo do oznake. S pomočjo 
2 M raztopine NH3 sem uravnala pH vrednost na 6. Tako pripravljeno raztopino 
sem uporabila za preizkus ekstrakcije ekstrakta tal s HFME.  
3.4.6 PRIPRAVA RAZTOPIN ZA DOLOČITEV VPLIVA ACETONA NA 
EKSTRAKCIJO EKSTRAKTA TAL 
Vzorec ekstrakta slepe zemlje z dodanimi analiti sem pripravila po enakem 
postopku, kot je odpisano v prejšnji točki, le da sem pred izvedbo ekstrakcije 
HFME v raztopino za ekstrakcijo dodala še enkrat 1 mL, drugič pa 2 mL acetona. 
3.5 POSTOPEK EKSTRAKCIJE S TOPILI IN PREIZKUS 
EKSTRAKCIJE VZORCA TAL Z ANALITI 
Natehtala sem 10 g vrtne zemlje na urno steklo in v 10 mL bučki pripravila 
2,5 mg/L raztopino analitov v acetonu. Tako pripravljeno raztopino sem 
enakomerno polila preko natehtane zemlje in čez noč pustila, da se posuši. 
Koncentracija analitov v tleh po dodatku standardov in sušenju je bila tako 
2,5 mg/kg. Naprej sem delala v paralelkah. Natehtala sem po 1 g pripravljene 
zemlje v centrifugirko. Na vzorec sem nato odpipetirala 1 mL MQ vode in 9 mL 
acetona (ekstrakcijsko topilo). Centrifugirko, pokrito s parafilmom, sem dala v 
čašo, v katero sem prej nalila za prst deionizirane vode, in postavila v ultrazvočno 
kopel za 40 min za ekstrakcijo iz zemlje v topilo. Centrifugirko sem prenesla v 
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centrifugo Eppendorf 5804R in centrifugirala 10 min pri 3000 obratih/min, da so 
se delci posedli in je na vrhu ostal le ekstrakt. Ekstrakt sem kvantitativno prenesla 
v 12 mL epruveto in posušila topilo v toku dušika. Preostanek sem redčila v 50 
mL bučki z MQ vodo. S pomočjo 2 M raztopine NH3 sem uravnala pH vrednost 
na 6 in tako vzorec pripravila za nadaljnjo ekstrakcijo HFME. Naredila sem tudi 
preizkus na nižjih koncentracijskih nivojih, tako da sem pripravila 1 mg/L in 0,1 
mg/L raztopino analitov v acetonu in naprej enako izvedla zgoraj opisan 
postopek. 
3.6 METODA HFME 
Metodo HFME sem povzela po viru [21]. Pripravila sem vlakna za HFME, dolga 
16 cm in jih očistila tako, da sem jih pustila v acetonu v ultrazvočni kopeli 2 min, 
nato pa posušila na zraku. V epruveto sem dala magnetno telesce, vanjo 
natehtala 2,5 g NaCl in z merilnim valjem iz bučke odmerila 50 mL pripravljene 
raztopine vzorca. S pH lističi sem preverila vrednost pH, ki je morala biti 6. 
Epruveto sem vpela v stojalo in s pipeto dodala 100 µL 0,1 M raztopine EDTA. 
Vse skupaj sem premešala na magnetnem mešalniku, da se je sol raztopila. 
Pripravila sem dve brizgi: prvo sem napolnila s 50 µl 0,1 M NaOH, nato potegnila 
20 µl zraka in na koncu še 10 µL NaOH ter obdržala bat brizge na mestu. Oba 
konca vlakna sem potopila v 1-oktanol in prvega nataknila na napolnjeno brizgo, 
drugi konec pa na prazno brizgo. Celo vlakno sem nato potopila pod gladino 1-
oktanola in istočasno prestavljala bata obeh brizg tako, da se je ena pri tem 
enakomerno praznila, druga pa polnila. Po prenesenem celotnem volumnu sem 
brizgi z nataknjenim vlaknom previdno prenesla na stojalo (Slika 3). Brizgi sem 
namestila na stojalo, tako da je bilo celo vlakno potopljeno v vzorec v epruveti. 
Ekstrakcija je potekala 50 min pri 1000 obratih/min, vlakno se ni smelo dotikati 
magnetnega telesca. Po končani ekstrakciji sem previdno odstranila s stojala 
brizgi z vlaknom in v prazno brizgo iz vlakna potegnila 50 µL ekstrakta, nato pa 
sem vlakno odstranila. Pripravljenih 50 µL sem spustila v vialo z vstavkom in 
nevtralizirala z 1 M HCl – odpipetirala sem 10-krat manjši volumen od volumna 
ekstrakta – in z nastavkom pipete pomešala. Vialo sem zaprla s pokrovčkom in 
jo primerno označila, da je bila pripravljena za nadaljnjo analizo s HPLC.  
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Slika 3: Skica prikaza izvedbe HFME 
3.7 METODA HPLC  
Za kvalitativno in kvantitativno določitev analitov po končani ekstrakciji HFME 
sem uporabila tekočinski kromatograf visoke ločljivosti. HPLC je imel kolono 
Kinetex XB s stacionarno fazo C18. Spredaj je bila še predkolona Gemini. 
Mobilna faza je bila sestavljena iz dveh delov: 0,1 % mravlijčne kisline v MQ vodi 
in acetonitrila, njen pretok je bil 0,7 mL/min. Potek gradienta prikazuje Tabela 2. 
Ločevanje spojin sem opazovala pri dveh valovnih dolžinah: 4-hidroksi-1H-
benzotriazol pri 290 nm, ostale benzotriazole pa pri 260 nm. Spojine so se lepo 
ločile, vrhovi so bili pravilnih Gaussovih oblik. 
 
Tabela 2: Gradient mobilne faze za določitev benzotriazolov (A - acetonitril, B - 
0,1 % HCOOH v MQ) 
čas [min] % A % B 
0 5 95 
0,5 15 85 
13 35 65 
20 100 0 
25 5 95 
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3.8 PRIPRAVA REALNIH VZORCEV 
Ker je vzorec prsti z letališča vseboval tudi večje delce, kot so kamenčki in vejice, 
sem ga pred uporabo presejala skozi sito. Pri vzorcih anaerobnega in aerobnega 
blata iz biološke čistilne naprave pa sem vzorca za nadaljnjo analizo pripravila 
tako, da sem najprej odnučala blato s pomočjo presesalne nuče in trdni 
preostanek na filter papirju sušila v sušilniku pri temperaturi 105 °C čez noč, nato 
pa še strla v terilnici. Potem pa sem natehtala 1 g pripravljenega vzorca v 
centrifugirko in naprej izvedla enak postopek, kot je opisan v točki 3.5. 
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4 REZULTATI 
4.1 PREIZKUS ANALIZNE METODE 
Prva naloga je bila opraviti preizkus uporabljene analizne metode [23]. V ta 
namen sem pripravila umeritvene krivulje vseh šestih analiziranih spojin. 
Raztopine s koncentracijami 50, 30, 20, 10, 5, 3, 1 in 0,5 mg/L, ki sem jih pripravila 
po postopku, opisanem v točki 3.4.2, sem trikrat injicirala v kromatograf. 
Izračunala sem povprečje ploščin kromatografskih vrhov za posamezen analit in 
pripadajoči relativni standardni odmik ter določila umeritvene krivulje. Metoda je 
v izbranem koncentracijskem območju linearna, saj so vrednosti kvadrata 
korelacijskega koeficienta premice (R2), kot je razvidno iz slik 4-9, večje od 0,99. 
Tabela 3 prikazuje povprečne ploščine kromatografskih vrhov (S) standardnih 
raztopin izbranih koncentracij 0,5, 5 in 50 mg/L in pripadajoči relativni standardni 
odmik (RSD), ki so izračunani na podlagi trikratnega injiciranja raztopine 
posamezne koncentracije. Iz tabele je razvidno, da je ponovljivost injiciranja zelo 
dobra, vrednosti namreč ne presežejo 2 %.  
 
 
Tabela 3: Povprečne ploščine kromatografskih vrhov (S) s pripadajočimi 
relativnimi standardnimi odmiki (RSD) in retencijski časi analitov 
 
analit 
koncentracija [mg/L] 
retencijski čas [min] 0,5 5 50 
S RSD [%] S RSD [%] S RSD [%] 
OHBZ 11,83 1,95 117,83 0,61 1175,40 0,04 5,9 
BTZ 20,57 1,01 203,53 0,44 2022,07 0,02 7,8 
4MBZ 17,90 0,56 177,50 0,15 1785,43 0,05 10,8 
5MBZ 18,40 1,96 182,27 0,23 1836,90 0,45 11,0 
5ClBZ 14,27 0,40 140,27 0,18 1425,07 0,05 13,3 
DMBZ 12,90 0,78 136,90 0,13 1460,73 0,30 13,8 
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Slika 4: Umeritvena krivulja za OHBZ 
 
 
 
 
 
Slika 5: Umeritvena krivulja za BTZ 
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Slika 6: Umeritvena krivulja za 4MBZ 
 
 
 
 
 
Slika 7: Umeritvena krivulja za 5MBZ 
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Slika 8: Umeritvena krivulja za 5ClBZ 
 
 
 
 
 
Slika 9: Umeritvena krivulja za DMBZ 
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4.2 PREIZKUS HFME 
Po določitvi umeritvenih krivulj za posamezen analit je sledil preizkus metode 
HFME z vodovodno vodo, vodno raztopino sem pripravila po postopku, opisanem 
v točki 3.4.3. Osredotočila sem se na določitev in primerjavo povprečnih 
obogatitvenih faktorjev (EF) (Tabela 4), ki nakazujejo, da je ekstrakcija dobra pri 
vseh analitih, najboljša pa je pri 5-kloro-1H-benzotriazolu.  
 
Tabela 4: Obogatitveni faktorji (EF) analitov 
 
analit EF 
OHBZ 43,6 
BTZ 49,0 
4MBZ 37,9 
5MBZ 30,0 
5ClBZ 68,9 
DMBZ 18,9 
 
 
Dodala sem še kromatogram (Slika 10), ki prikazuje ločbo izbranih analitov po 
ekstrakciji HFME. 
 
 
Slika 10: Del kromatograma po ekstrakciji vodovodne vode z 0,2 mg/L analitov 
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4.3 VPLIV DODATKA ACETONA NA UČINKOVITOST 
EKSTRAKCIJE HFME 
Da bi ugotovila, ali aceton vpliva na ekstrakcijo HFME in kakšen je njegov vpliv, 
sem vodni raztopini, pripravljeni na enak način kot pri preizkusu metode, dodala 
enkrat 2 mL acetona (v 100 mL bučki ta dodatek predstavlja 2 % celotnega 
volumna raztopine), enkrat pa 4 mL acetona (v 100 mL bučki ta dodatek 
predstavlja 4 % celotnega volumna raztopine), nato pa po ekstrakciji HFME ter 
analizi s HPLC primerjala dobljene povprečne obogatitvene faktorje EF brez 
dodatka in z dodatkom (Tabela 5).   
 
Tabela 5: Vpliv acetona na obogatitvene faktorje (EF) analitov 
analit 
brez 
acetona 
2 % 
acetona 
4 % 
acetona 
EF EF EF 
OHBZ 43,6 7,8 33,5 
BTZ 49,0 43,2 29,5 
4MBZ 37,9 100,1 29,2 
5MBZ 30,0 107,7 20,2 
5ClBZ 68,9 29,2 61,0 
DMBZ 18,9 160,0 15,1 
 
 
Graf, v katerem so predstavljeni povprečni obogatitveni faktorji (EF) za izbrane 
analite v odvisnosti od količine dodanega acetona vodni raztopini (Slika 11), 
prikazuje, da dodatek acetona različno vpliva na EF analitov. Pri 2 % acetona se 
EF zmanjša pri OHBZ, BTZ in 5ClBZ, poveča se pri 4MBZ, 5MBZ in DMBZ. Pri 
vseh šestih analitih pa se EF pri dodatku 4 % acetona zmanjša, torej lahko 
sklepam, da večja količina acetona poveča topnost izbranih analitov in se 
posledično bolj zadržijo v vodnem vzorcu.  
 
 
Slika 11: Obogatitveni faktorji (EF) analitov pri različnih deležih acetona v 
ekstrahirani raztopini 
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4.4 PREIZKUS EKSTRAKCIJE EKSTRAKTA TAL 
Učinkovitost ekstrakcije ekstrakta tal sem preverila tako, da sem enkrat 
ekstrakcijo HFME izvedla z dodatkom 0,1 M raztopine EDTA, drugič pa brez. Pri 
izvedbi postopka sem postopala po korakih, opisanih v točkah 3.4.5, 3.6 in 3.7. 
 
Slika 12 prikazuje, da se učinkovitost ekstrakcije ekstrakta tal in s tem 
obogatitveni faktor ob uporabi raztopine EDTA znatno poveča pri vseh šestih 
analitih v primerjavi z obogatitvenimi faktorji brez uporabe EDTA. Pri OHBZ pa 
brez dodatka EDTA analita sploh ni bilo možno zaznati. Predvidevam, da EDTA 
kelira kovinske ione, ki so morebiti prisotni v vodi in bi z benzotriazoli drugače 
tvorili komplekse in ti ne bi bili prosti za ekstrakcijo. 
 
 
 
Slika 12: Vpliv dodatka EDTA na ekstrakcijo HFME 
 
4.5 VPLIV DODATKA ACETONA NA EKSTRAKCIJO 
EKSTRAKTA TAL 
Sledil je preizkus, ali ima dodatek acetona vpliv na ekstrakcijo ekstrakta tal, tako 
da sem pripravila vodno raztopino, kot je opisano v točki 3.4.6, sledili pa sta 
ekstrakcija HFME in analiza s HPLC po korakih, opisanih v točkah 3.6 in 3.7. 
 
Slika 13, v kateri so predstavljeni povprečni obogatitveni faktorji (EF) za izbrane 
analite v odvisnosti od količine dodanega acetona pred ekstrakcijo HFME, 
prikazuje, da različna količina dodanega acetona vpliva na EF analitov. Po 
dodatku 1 mL acetona se je EF povečal pri vseh šestih analitih (v 200 mL bučki 
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ta dodatek predstavlja 0,5 % celotnega volumna raztopine), po dodatku 2 mL 
acetona pa se je EF zmanjšal pri vseh analitih, razen pri 5ClBZ (v 200 ml bučki 
ta dodatek predstavlja 1 % celotnega volumna raztopine). Lahko torej sklepam, 
da majhen dodatek acetona pozitivno vpliva na uspešnost ekstrakcije, kar 
potrjujejo tudi raziskave, da je faktor obogatitve sprva visok, nato pa se 
zmanjšuje, ko se poveča delež acetona [22]. 
 
 
Slika 13: Vpliv deleža acetona na ekstrakcijo ekstrakta tal 
 
4.6 PREIZKUS EKSTRAKCIJE VZORCA TAL 
Po preizkusu metode HFME s pripravljeno vodno raztopino analitov sem metodo 
preizkusila tudi na trdnem vzorcu tal z dodanimi analiti, tako da sem najprej 
ekstrahirala analite in ostale snovi iz zemlje v topilo po postopku, opisanem v 
točki 3.5, nato pa sem izvedla še ekstrakcijo HFME in analizo s HPLC po korakih, 
opisanih v točkah 3.6 in 3.7.  
 
Najprej sem preizkusila ekstrakcijo zemlje, ki je vsebovala analite v koncentraciji 
2,5 mg/kg, na koncu pa sem naredila tudi preizkus nižjih koncentracijskih nivojev, 
1 mg/kg in 0,1 mg/kg, da sem preverila, za kako nizke koncentracije analitov je 
ekstrakcija HFME še primerna, da jih je mogoče zaznati s HPLC.  
 
Z izbrano metodo sem lahko identificirala vseh šest analitov v koncentraciji 
2,5 mg/kg, pri 1 mg/kg dveh analitov ni bilo več možno zaznati, pri 0,1 mg/kg pa 
so bili vsi analiti že v prenizki koncentraciji in jih ni bilo možno zaznati (Tabela 6). 
Na podlagi teh ugotovitev lahko torej trdim, da je ocenjena meja zaznave 1 mg/kg. 
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Tabela 6: Preizkus meje zaznave 
analit 
2,5 mg/kg 1 mg/kg 0,1 mg/kg 
EF EF EF 
OHBZ 3,7 ni zaznan ni zaznan 
BTZ 22,7 1,5 ni zaznan 
4MBZ 40,5 8,9 ni zaznan 
5MBZ 39,4 ni zaznan ni zaznan 
5ClBZ 32,6 2,8 ni zaznan 
DMBZ 53,3 12,8 ni zaznan 
 
 
 
Na Sliki 14 je prikazan še odsek kromatograma ekstrakta vzorca zemlje, ki je 
vsebovala analite v koncentraciji 2,5 mg/kg, iz katerega je razvidno, da so se iz 
zemlje v izbrano topilo uspešno ekstrahirali vsi izbrani analiti, poleg njih pa še kar 
nekaj preostalih snovi, ki jih je vzorec zemlje vseboval. 
 
 
 
 
Slika 14: Del kromatograma po ekstrakciji vzorca zemlje z 2,5 mg/kg analitov 
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4.7 ANALIZA REALNIH VZORCEV 
Metodo HFME-HPLC sem preizkusila tudi na treh realnih trdnih vzorcih. 
Analizirala sem prst z območja letališča Jožeta Pučnika Ljubljana ter vzorca 
anaerobnega in aerobnega blata iz biološke čistilne naprave Ljubljana-Zalog. 
Prvega sem izbrala, ker so benzotriazoli prisotni v sredstvih za preprečitev 
zamrzovanja in odstranitev že nastalega ledu na površini letal [3], vzorca 
anaerobnega in aerobnega (aktivnega) blata pa zato, ker se benzotriazoli pri 
čiščenju odpadnih voda v bioloških čistilnih napravah ne odstranijo popolnoma, 
temveč v določenem deležu ostajajo v blatu [23].  
 
V vzorcu prsti z letališča je bila koncentracija benzotriazolov prenizka za zaznavo  
z izbrano metodo, morda tudi zaradi dejstva, da sem prst vzorčila na obrobju 
letališča, ob ograji, in ne tik ob pristajalnih stezah, kjer je gibanje nepooblaščenih 
osebam seveda prepovedano. 
 
Na kromatogramu po ekstrakciji vzorca anaerobnega blata (Slika 15) sem 
opazila, da se je iz vzorca ekstrahiralo veliko število različnih snovi, osredotočila 
pa sem se na vrhove manjše intenzitete pri retencijskih časih, ki bi potencialno 
lahko ustrezali izbranim analitom - 5,762 in 13,27 min – ter ju primerjala z 
retencijskim časom analitov v standardnih raztopinah – 5,8 min za 4-hidroksi-1H-
benzotriazol in 13,3 min za 5-klorobenzotriazol. Na kromatogramu (Slika 17) po 
ekstrakciji vzorca aerobnega blata pa sem se izmed vseh ekstrahiranih snovi 
osredotočila le na vrh pri retencijskem času 5,773 min, ki bi potencialno lahko 
ustrezal 4-hidroksi-1H-benzotriazolu. 
 
Za potrditev, da sta ekstrahirani spojini res analita 4-hidroksi-1H-benzotriazol in 
5-klorobenzotriazol, sem izvedla še metodo standardnega dodatka, s katero sem 
določila vsebnost analita tako, da sem v isto vialo z ekstraktom dodala znano 
količino analita in ponovila analizo s HPLC. V 5 mL bučki sem osnovni standard 
redčila 100-krat, tako da sem odpipetirala 50 µL standardne raztopine analita in 
dopolnila z acetonom do oznake in s tem dobila koncentracijo analita 10 mg/L. 
10 µL tako pripravljenega standarda sem nato odpipetirala direktno v vialo. 
 
Retencijska časa pred in po standardnem dodatku sta se ujemala, istočasno pa 
sta se ploščini kromatografskih vrhov povečali le pri 4-hidroksi-1H-benzotriazolu, 
tako da lahko potrdim, da vzorca anaerobnega in aerobnega blata ta analit res 
vsebujeta, prisotnosti 5-klorobenzotriazola pa zaradi neujemanja retencijskih 
časov nisem mogla potrditi (Tabela 7). Koncentracijo 4-hidroksi-1H-benzotriazola 
sem določila računsko. Izenačila sem razmerje signalov (ploščin kromatografskih 
vrhov) za vzorec in za vzorec s standardnim dodatkom z razmerjem koncentracij 
analita. Iz dobljene koncentracije v ekstraktu sem nato preračunala še dejansko 
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koncentracijo analita v osnovnem vzorcu, ki je tehtal 1 g (Tabela 7). V izračunu 
sem uporabila predpostavko, da imata ekstrakciji iz trdnega vzorca v topilo in iz 
ekstrakta tal v HFME ekstrakt 100%-ni izkoristek, kar zelo verjetno ni res. Torej 
je dejanska koncentracija OHBZ v obeh vzorcih še višja. Priložila sem tudi 
kromatograma anaerobnega (Slika 16) in aerobnega blata (Slika 18) s 
standardnim dodatkom. 
 
 
Slika 15: Del kromatograma anaerobnega blata – brez SD 
 
Slika 16: Del kromatograma anaerobnega blata - s SD 
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Tabela 7: Analiza realnih vzorcev anaerobnega in aerobnega blata (s.s. – suha snov)  
 
 
 
Slika 17: Del kromatograma aerobnega blata – brez SD
retencijski čas [min] S retencijski čas [min] S c (v vzorcu) [ng/g s.s.] retencijski čas [min] S retencijski čas [min] S c (v vzorcu) [ng/g s.s.]
OHBZ 5,769 31,4 5,762 70,4 6,7 5,771 28 5,773 67,7 5,9
5ClBZ 13,278 17,8 13,271 14,1 / / / / / /
brez SD
aerobno blato
metoda SDanalit brez SD
anaerobno blato
metoda SD
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Slika 18: Del kromatograma aerobnega blata - s SD 
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5 ZAKLJUČEK 
Benzotriazoli spadajo v skupino novih ali emergentnih onesnaževal in njihov vpliv 
na človeka in okolje kljub njihovem širokem spektru uporabe še ni povsem 
raziskan. Določamo jih lahko z različnimi metodami, poudarek je v zadnjem 
obdobju predvsem na tistih, prijaznih do okolja. Ena izmed njih je tudi HFME, ki 
jo odlikujejo preprostost izvedbe, nizka cena, poraba majhnih volumnov 
organskih topil in pridobitev zelo čistih ekstraktov. 
 
Namen diplomske naloge je bilo ugotoviti, kako učinkovita je aplikacija relativno 
nove tehnike HFME za izolacijo in predkoncentracijo izbranih analitov iz trdnih 
vzorcev in njihova določitev s HPLC-metodo. Najprej sem s preizkusom metode 
HFME z vodovodno vodo določila retencijske čase in obogatitvene faktorje. 
Ugotovila sem, da je ekstrakcija učinkovita pri vseh analitih. Da bi ugotovila, ali 
prisotnost acetona vpliva na HFME, sem pred ekstrakcijo dodala različne 
volumne acetona in primerjala dobljene obogatitvene faktorje (EF). Ugotovila 
sem, da se pri 2 % acetona v raztopini pri OHBZ, BTZ in 5ClBZ EF zmanjšajo, 
povečajo pa se pri 4MBZ, 5MBZ in DMBZ. Pri 4 % acetona v raztopini se EF 
zmanjšajo pri vseh šestih analitih. Pri preizkusu vpliva acetona na ekstrakcijo 
ekstrakta tal se pri 0,5 % acetona v raztopini EF povečajo, po dodatku večjega 
volumna acetona pa EF zmanjšajo pri vseh analitih, torej majhen dodatek 
acetona pozitivno vpliva na uspešnost ekstrakcije. Pri preverjanju učinkovitosti 
ekstrakcije ekstrakta tal sem ugotovila, da dodatek manjše količine raztopine 
EDTA (100 µL oziroma 0,2 % EDTA v raztopini vzorca) znatno poveča EF vseh 
analitov, torej izboljša ekstrakcijo. Pri preizkusu metode na trdnem vzorcu zemlje 
z dodanimi analiti sem z izbrano metodo uspešno identificirala vseh šest analitov 
v koncentraciji 2,5 mg/kg. Pri 1 mg/kg sem uspela zaznati vse analite razen 
OHBZ in 5MBZ. Pri 0,1 mg/kg so bili vsi analiti že v prenizki koncentraciji in nisem 
zaznala nobenega od njih, torej sem določila, da je meja zaznave 1 mg/kg. 
 
Metodo HFME-HPLC sem preizkusila tudi na treh realnih vzorcih. V vzorcu prsti 
z letališča Jožeta Pučnika Ljubljana je bila koncentracija benzotriazolov prenizka 
za zaznavo z izbrano metodo. Iz vzorcev anaerobnega in aerobnega blata iz 
biološke čistilne naprave Ljubljana-Zalog pa se je ekstrahiralo veliko število 
različnih snovi. Osredotočila sem se le na vrhove pri retencijskih časih, ki bi 
potencialno lahko ustrezali našim analitom. Z metodo standardnega dodatka sem 
potrdila prisotnost OHBZ v obeh vzorcih. V vzorcu anaerobnega blata je njegova 
koncentracija znašala vsaj 6,7 ng/g suhe snovi, v vzorcu aerobnega blata pa vsaj 
5,9 ng/g suhe snovi. 
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Na osnovi rezultatov analiz sklepam, da je HFME uporabna pri čiščenju ne le 
vodnih, temveč tudi ekstraktov trdnih vzorcev, vendar bodo za optimizacijo te 
metode v povezavi s trdnimi vzorci nadaljnje študije še potrebne.  
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